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摘要 : 为 了 探究 家 看 Bombyx mori EST-SSR 标记 的 多 态 性 , 对 检索 获得 的 家 看 第 12 连锁 群 的 4 465 条 EST 序列 进行 
了 分 析 , 整理 和 拼接 后 得 到 581 条 非 元 余 EST 序列 , 总 长 度 约 为 480 kb。 其 中 ,有 122 条 序列 中 共 检 测 到 154 个 
EST-SSR, 占 所 研究 的 EST 序列 的 2.73% , 平均 每 3. 12 kb 含有 一 个 EST-SSR。 在 所 检测 的 EST-SSR rp, ZAHRA 
四 核 苷 酸 重复 是 主导 类 型 ,分别 占 总 数 的 36. 3696 和 28. 5796 ,大 部 分 表现 为 Perfect 形式 ; 核 音 酸 重 复 平 均 长 度 约 为 
16.2 bp, 最 长 为 30 bp。 进 一 步 进行 同 源 性 分 析 , 发 现 有 26 条 序列 可 以 在 NCBI 中 检索 到 同 源 序列 , 在 这 些 序列 中 
一 共 含有 40 个 SSR, 其 中 14 个 (35.0% ) BET 5'-UTR, 11 个 (27.5% ) 位 于 3'-UTR, 15 个 (37.5% ) 位 于 CDS 区 。 根 
据 往 选 到 的 微 卫 星 序列 设计 11 对 引物 , 其 中 8 对 引物 有 扩 增 产物 , 且 条 带 清晰 ; 应 用 引物 ESI204 对 8 个 家 看 品种 
进行 PCR 扩 增 都 呈现 多 态 性 。 结 果 说 明 通 过 家 看 EST 数据 库 发 据 SSR 标记 是 一 条 可 行 的 途径 。 
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Searching and analysis of EST-SSR markers from linkage group 12 of the 


silkworm, Bombyx mori 
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Abstract: In order to explore the polymorphism of EST-SSR markers in silkworm, we retrieved and 
analyzed 4 465 expressed sequence tags ( ESTs) on linkage group 12 of the silkworm, Bombyx mori. After 
splicing and jointing, we obtained 581 non-redundant ESTs with the total length about 480 kb. A total of 
154 simple sequence repeats ( EST-SSRs) were detected in 122 ESTs which accounted for 2. 7396 of all the 
investigated ESTs, meaning one EST-SSR per 3. 12 kb on average. Trinucleotide repeats and tetranucleotide 
repeats were the main classes, which accounted for 36. 36% and 28. 57% of all detected EST-SSRs, 
respectively. The average length of nucleotide repeats was 16. 2 bp, and the maximum was 30 bp. 
Homologous sequences of 26 EST-SSRs were retrieved in NCBI database, which contained 40 SSRs. Among 
them, 14 SSRs (35. 096 ) were located in the 5'-UTR, 11 SSRs (27.596) in the 3'-UTR and 15 SSRs 
(37.596 ) in the coding sequences ( CDSs). Eleven primer pairs were designed for the screened EST-SSHs 
and 8 of them showed polymorphic bands. The primer ES1204 showed polymorphism among 8 silkworm 
strains. The results suggest that it is feasible to find SSR markers through searching of silkworm EST 
databases. 
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KA Bombyx mori 是 遗传 学 上 具有 重要 地 位 的 
模式 生物 , 也 是 国际 鳞 世 目 基 因 组 协会 确定 的 鳞 艺 
目 昆 虫 的 代表 ( 李斌 等 ,2004)。 应 用 微 卫 星 ( simple 
sequence repeats, SSR) 标记 家 簿 遗传 多 样 性 ， 寻 找 
具有 重要 经 济 价值 的 基因 资源 , 特别 是 用 SSR 标记 
构建 家 保 高 密度 的 遗传 连锁 图 谱 , 定位 有 重要 经 济 
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价值 的 基因 , 对 选 育 高 产 优 质 家 和 三品 种 具有 极为 重 
要 的 意义 ( 沈 利 等 , 2004) Reddy 等 (1999 ) 报道 了 
从 家 看 基因 组 中 分 离 出 28 个 微 卫 星 位 点 , 用 其 中 
的 15 个 微 卫 星 标记 对 13 个 家 得 品 种 进一步 分 析 了 
其 多 态 性 ; Nagaraju 等 (2001 ) 通过 比较 RFLP, 
RAPD SSR 和 ISSR 在 家 和 春 中 的 应 用 ,认为 SSR 最 
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XÉT EEZCE YE Miao 等 (2005 ) 在 家 和 看 中 
已 构建 了 包含 518 个 SSR PRE TES 3 431.9 cM 的 
XE E. AI SSR 分 子 标记 开发 需要 构建 基因 组 
文库 、 制 备 探 针 和 分 子 杂 区 等 ,过程 繁 琐 而 且 开发 
成 本 较 高 , 极 大 地 制约 了 其 发 展 和 应 用 。 近 年 来 ， 
随 着 EST( 表达 序列 标签 expressed sequence tag) i] 
划 在 不 同 物种 间 的 扩展 和 人 研究 内 容 的 深入 , 在 很 多 
有 重要 经 济 价 值 的 植物 、 动 物 和 模式 生物 中 都 积累 
TREH EST 序列 , 利用 EST 序列 开发 EST-SSR 
标记 成 为 新 的 研究 热点 。 

EST-SSR 标记 除了 具有 基因 组 SSR 标记 的 优点 
外 , 由 于 其 位 于 基因 的 转录 部 分 , 与 功能 基因 紧密 
连锁 , 可 对 决定 重要 表 型 性 状 的 等 位 基因 进行 直接 
鉴定 (Ellis et al., 2006) ; EST-SSR 标记 还 具有 物种 
间 通 用 性 高 的 特点 , 一 旦 建立 就 可 以 在 一 系列 相关 
物种 中 应 用 (Schlatterer et al., 1999), HB ei TE 8j 
萄 (Scott et al., 2000) ~ HF ( Cordeiro et al., 2001) ~ 
小 麦 (Eujayl et al., 2001 ) 、 Æ ( Hackauf and 
Wehling, 2002) . KÆ ( Thiel et al., 2003), KẸ 
(Song et al., 2004) ~ 7Kf&j ( Kantety et al., 2002) . 1^ 
树 (Liewlaksaneeyanawin et al., 2004) 4H B Ex 
(Saha et al., 2004 ) 等 植物 ， 以 及 中 国 对 是 ( 徐 鹏 
等 , 2003). HRR UI (AREI, 2008) . SEE 
(EIF, 2004). W$ CIIDEK EE SE, 2007 ) 和 鲍鱼 
(Jones et al., 2006) 等 动物 中 建立 了 EST-SSR 标记 
并 进行 了 多 方面 的 分 析 。 

截止 2009 年 5 月 26 日 , NCBI 数据 库 中 已 收录 
245 901 条 家 看 EST 序列 , 但 目前 这 些 序列 中 的 
EST-SSR 的 情况 还 未 明晰 , 更 无 利用 这 些 序 列 来 建 
SZ SSR 标记 的 报道 。 白 会 锯 等 (2008 ) AR SUR TR 12 
连锁 群 以 外 的 27 个 连锁 群 上 咕 选 到 的 多 态 性 标记 
与 耐 气 基因 无 连锁 关系 ; 并 且 在 家 看 的 第 12 连锁 
群 上 找到 4 对 与 耐 扎 基因 (Def) 连锁 的 SSR 标记 
S121201, S121202, S1214 和 S1215 ,并 构建 了 它们 
在 第 12 连锁 群 上 的 遗传 连锁 图 。 本 研究 对 现 有 家 
看 第 12 连锁 群 中 的 EST-SSR 信息 进行 全 面 分 析 ， 
以 期 了 解 家 看 EST 资源 的 特性 , 为 利用 家 看 EST 建 
xr. SSR 标记 和 探索 其 在 家 看 遗传 育种 中 的 应 用 葛 
定 基 础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 家 等 第 12 连锁 群 EST 来 源 及 处 理 
本 文 数 据 来 自 NCBI 数据 库 dbEST ( http//: 


www. ncbi. nlm. nih. gov/dbEST) ， 共 搜索 到 245 901 
条 家 看 EST, 下载 建立 本 地 blast, 通过 与 家 看 第 12 
连锁 群 基 因 组 数据 (http//:silkworm. swu. edu. en/ 
silkdb) 比 对 ,选择 匹配 长 度 三 50% 是 一 致 性 二 90% 
的 EST 序列 共 4 465 条 。 除 去 5' 端 或 3' 端 50 bp 的 
polyT 或 polyA 以 及 长 度 小 于 200 bp 的 EST 序列 ， 
通过 DNAMAN v5.2.9 软件 进行 片段 重合 群 分 析 和 
RE, 拼接 时 设 定 的 初始 装配 参数 为 : 最 小 匹配 碱 
基数 (minmatch ) 为 20, 最 小 分 值 (minscore ) 为 40, 
对 错误 拼接 序列 设置 比较 高 的 装配 参数 再 次 进行 拼 
接 、 判 别 , 共 进行 了 3 次 。 
1.2 EST-SSR 的 查找 

利用 SSRHunter 软件 (李强 和 万 建 民 ,2005 )， 
并 结合 人 工 查 寻 对 无 见 余 ESTs 进行 SSR 搜索 , 搜 
索 的 单 核 苷 酸 、 二 核 背 酸 、 三 核 苷 酸 、 四 核 苷 酸 、 
五 核 昔 酸 和 六 核 苷 酸 最 少 重复 次 数 分 别 为 12, 6， 
4,3, 3 和 3 次 , 包括 完全 重复 、 不 完全 重复 和 低 复 


RERO 
1.3 家 和 看 第 12 连锁 群 含 SSR 标记 的 ESTs 功能 
析 及 SSR 分 布 区 域 的 确定 


用 BLASTX ( http//: www. ncbi. nlm. nih. gov/ 
BLAST/ ) X} Bra BJ; SSR Hy EST 进行 同 源 性 比 
对 , 序列 比 对 分 值 (score ) 为 大 于 80 且 序 列 同一 性 
(identity) KF 35% 。 根 据 EST 在 读 码 框 中 所 在 的 
部 位 判断 SSR 分 布 区 域 (5'-UTR,，3'-UTR 或 CDS 
区 ) 。 

1.4 家 看 第 12 连锁 群 EST-SSR 多 态 性 检测 
1.4.1 引物 设计 : 从 获得 的 EST-SSR 中 选取 11 条 
合适 的 序列 利用 软件 Premier Premier 5. 0 进行 引物 
设计 , 主要 参数 为 : 引物 长 度 为 17 ~24 bp; PCR j^ 
物 大 小 为 100 ~ 350 bp; 引物 退火 温度 为 42 ~ 
70€; (C+C) 含 量 为 40%~70% 。 引 物 由 上 海 生 
工 生 物 工程 技术 服务 有 限 责任 会 司 合成 。 

1.4.2 家 看 材料 及 基因 组 DNA 的 提取 : 家 看 品种 
T6. Ki, 734. 872, C108, KE., RI AIEA FH P8 
南大 学 生物 技术 学 院 保 存 或 选 育 。 采 用 改进 的 夏 庆 
友 等 (1996 ) 的 方法 提取 家 在 基因 组 DNA, 用 紫外 
分 光 光 度 计 测 定 DNA 的 OD fH, 1% Xs e pa Fa vp 
ill DNA 质量 , 依据 OD 值 稀 释 至 10 ng/ pL。 

1.4.3 PCR 扩 增 及 电泳 检测 : PCR 反应 总 体系 为 
15 uL, HPE 1 倍 的 PCR buffer, 2.0 mmol/L 的 
Mg *,0. 3 mmol/L 的 dNTPs, 1 umol/L 的 引物 ， 
0.4 UK Taq 聚合 酶 和 70 ng 的 模板 DNA, PCR 产 
物 用 3% 的 琼脂 糖 检测 和 8% 非 变 性 聚 丙烯 酰胺 族 


11 期 
KEDA, 银 染 后 拍照 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ZAE 12 连锁 群 EST-SSRs 信息 分 析 

2.1.1 家 看 第 12 连锁 群 EST 数据 库 中 微 卫 星 序 列 
的 筛选 : 应 用 DNAMAN v5.2.9 软件 对 4 465 条 EST 
序列 进行 元 余 性 查找 和 拼接 , 得 到 581 条 非 元 余 序 
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JJ, 243323 480 Mb, 平均 长 度 为 823 bp, 其 中 contings 
为 289 条 ， 单 EST 序列 292 条 。 然 后 利用 
SSRHunter 软件 并 结合 人 工 查找 , 共 获 得 符合 条 件 
的 EST-SSR 154 个 , 分 布 于 122 条 EST 序列 中 , 占 
被 调查 EST 序列 的 2.73% 。 从 分 布 情况 来 看 , 平 
均 每 3. 12 kb 就 出 现 1 个 SSR, 但 不 同 重复 类 型 间 
差异 较 大 ( 表 1) 。 


表 1 SSR 在 家 看 无 元 余 EST 的 出 现 频率 
Table 1 The SSRs of the non-redundant ESTs in Bombyx mori 


重复 类 型 数目 所 占 比例 (%) 出 现 频率 (% ) 平均 距离 (1/kb) 
Repeat type Total number Proportion in all SSRs Frequency Average distance 
HIZ Mononucleotide 24 15.58 4.13 19. 935 
— REIR Dinucleotide 12 7.79 2.65 39. 871 
三 核 苷 酸 Trinucleotide 44 28.57 1.57 10. 874 
四 核 苷 酸 Tetranucleotide 56 36.36 9.64 8.544 
五 核 苷 酸 Pentanucleotide 16 10.39 2.75 29. 903 
XIZM Hexanucleotide 2 1.30 0.34 239. 223 


出 现 频率 = 检 出 的 SSR 数目 /无 元 余 EST 总 数 ; 平均 距离 = 无 元 余 EST 总 长 度 /SSR AX. Frequency of occurrences = the number of the 
detected SSRs/the total number of the non-redundant ESTs; Mean distance = the total length of the non-redundant ESTs/the total number of SSRs. 


KAH EST-SSR 标记 类 型 比较 丰富 , 一 至 六 核 
苷 酸 重 复 都 能 看 到 , 但 频率 各 不 相同 , TECH ERE 
复 最 为 常见 ,共有 56 个 , 在 非 元 余 EST 中 的 出 现 
频率 为 9. 64% , HER SSR 的 比例 达到 36. 36% ; 
其 次 是 三 核 苷 酸 重 复 ， 出 现 频率 为 7.57% ; 而 二 、 
五 和 六 核 苷 酸 重复 在 家 在 EST 中 的 出 现 频率 较 低 ， 
分 别 为 2.65% , 2.75% 和 0.34% ; 六 核 苷 酸 重 复数 
目 最 少 , 占 SSR 的 比例 只 有 1.30% 。 可 见 , EKA 
EST-SSRs 中 , 三、 四 核 鞋 酸 重复 占 主导 。 三 核 鞋 酸 
重复 基 元 中 ，ATT/AAT 出 现 的 次 数 最 多 (11 个 )， 
占 三 核 车 酸 重复 的 25.6% (图 1); 在 四 核 车 酸 重复 
JUF, TITA 出 现 最 多 (9 7), IE WAER SSR 
的 16.0% (图 2)。 
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图 1 三 核 苷 酸 重 复 中 各 重复 基 元 的 数量 


Fig. 1 The number of motifs in trinucleotide repeats 


B TTTA 16% W TAAA 11768 ATAA 9% 
B TTTC 776 m AATT5% W AGAT 596 
B TTAC 5% W TAGT 4% W GGTC 4% 
E ATTT 4% Ww CGTC 4% W TTGT 2% 
W TTTG 2% W AGAC2% W ACTT 2% 
M TGTA 2% W CCTA 2% E GGGT 2% 


E AATA 2% E ACAG 206 W TATT 2% 





AACT2% 9" AGTA 2% & TTAA 2% 


TGGA 2% = GTTT2% = GTAT 2% 


图 2 不 同 重复 基 元 在 四 核 昔 酸 重复 中 的 比例 
Fig. 2 The percentage of different motifs in 


tetranucleotide repeats 


2.1.2. ZR SS 12 连锁 群 EST-SSRs 的 特性 : 在 搜 
ZB BC. 12 连锁 群 EST-SSR rp, 共 观 察 到 超 
过 34 种 重复 基 元 (未 列 出 ) 。 从 各 重复 基 元 的 重复 
类 型 来 看 , KA EST-SSR 分 为 完全 重复 、 不 完全 重 
复 、 低 复杂 性 重复 3 类 , 分 别 有 141, 11 和 2 个 ( 表 
2) 。 总 体 上 完全 重复 多 于 不 完全 重复 和 低 复 杂 重 
复 , 不 完全 重复 多 在 单 、 二 和 三 核 苷 酸 重复 中 , 其 
中 A/T, AT 和 TCT/AGA 类 型 的 不 完全 重复 较 多 ， 
RA A/T 和 AT 这 2 种 重复 基 元 中 出 现 低 复杂 重 
复 , 且 AT 低 复杂 重复 占 AT 重复 总 数 的 20% 。 家 
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Æ EST-SSR 中 单 核 苷 酸 的 重复 基 元 只 有 AT, 没有 
出 现 GAC 重复 基 元 , 二 核 音 酸 重 复 中 也 未 出 现 CC 
重复 基 元 , WHA EST 中 缺乏 连续 的 GC 碱 基 区 
W, 但 三 核 车 酸 重复 中 CCG/GGC 重复 基 元 的 数目 
Bre. EZRA 12 连锁 群 中 EST-SSR 平均 长 度 为 
16.2 bp, 但 不 同 SSR 的 长 度 却 有 很 大 差异 , REN 
12 bp 而 最 长 为 30 bp。 在 完全 重复 和 不 完全 重复 
SSR rp, 二 和 四 核 甘酸 重复 的 SSR 平均 长 度 均 小 于 
15 bp, 而 其 他 3 种 核 苷 酸 则 大 于 18 bp, 在 所 有 的 
完全 重复 中 SSR 长 度 都 未 超过 30 bp。 

2.1.3 ”EST 不同 区 域 的 SSR 分 布 比较 : 通过 同 源 


表 2 
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性 比较 ,有 86 条 SSR-EST 没有 找到 同 源 序 列 ，10 
条 不 符合 筛选 标准 ,其 余 26 条 SSR-EST 中 共 含 有 
40 个 SSR, 14 个 (35. 096) 位 于 5'-UTR, 11 个 
(27.596) 位 于 3'-UTR, 15 个 (37. 596) 位 于 CDS 
DX, TE S'-UTR K, 单 核 背 酸 重复 的 SSR 最 多 , h 
50.0% ; 3'-UTR 的 二 、 五 核 苷 酸 重复 没有 发 现 ; 
CDS ECBS — ELE BR RE EA, h 53.396 ( 表 3)。 
1E 5'-UTR FI 3'-UTR "P , WIZE ER ER Ex ZH SSR 
类 型 是 CGTG, ， 而 在 CDS 区 四 核 苷 酸 重 复 最 多 的 
SSR 类 型 为 ACAG/CTGA , SSR 广泛 存在 于 真 核 生 
物 及 少数 原核 和 真 核 细 天 的 基因 组 中 。 


家 和 看 无 元 余 EST 的 SSR 重复 的 长 度 和 性 质 


Table2 The length and properties of repeat SSRs of the non-redundant ESTs in Bombyx mori 


长 度 Length (bp) 


重复 性 质 及 个 数 Repeat property and number 


RS 变化 范围 。 平均 长 度 完全 重复 不 完全 重复 低 度 重复 
Range Mean Perfect repeats Imperfect repeats Low complexity repeats 
HEC ER Mononucleotide 13 -25 20.2 19 4 1 
二 核 苷 酸 Dinucleotide 6 -9 14.7 8 3 1 
三 核 苷 酸 Trinucleotide 4-6 13.1 40 4 0 
VU HRS Tetranucleotide 3-4 12.6 56 0 0 
THR Pentanucleotide 3-6 18.6 16 0 0 
六 核 苷 酸 Hexanucleotide 3 18.0 2 0 0 
总 计 Total 一 16.2 141 11 2 
表 3 EST 序列 在 不 同 区 域 的 SSR 分 布 
Table3 The SSR distribution at different regions of EST sequences 
FAEM TRER Eti 四 核 苷 酸 TEE 总 计 
Mononucleotide Dinucleotide Trinucleotide Tetranucleotide Pentanucleotide Total 
5'-UTR 7 1 0 4 2 14 
CDS 0 0 8 7 0 45 
3'-UTR 4 0 3 4 0 11 
总 计 Total 11 1 11 15 2 40 


2.2 EST-SSR 的 多 态 性 检测 结果 

设计 的 EST-SSR 引物 中 , 来 源 于 二 核 甘酸 重复 
序列 1 对 , 三 核 车 酸 重复 序列 2 X, MERER 
序列 2 对 , 五 核 甘酸 重复 序列 3 对 , 不 完全 重复 核 
车 酸 序列 3 对 ( 表 4)。 

经 PCR $38, 390 x JR PR SEC FLU UU , 共有 8 
对 引物 有 清晰 产物 , 可 筛选 出 多 态 性 微 卫 星 引 物 6 
对 (图 3)。 选 取 EST-SSR 引物 ES1202 PINKA 
T6、 夏 万、 秋 上 日 、 秋 丰 、734、872、C108、 大 造 进 行 
PCR 35, 经 8% JE 2E HE R VAI Ki BU BC SE IDE B DK A 
离 , 银 染 进一步 验证 了 EST-SSR 标记 的 多 态 性 (图 


4), 说 明 通 过 家 可 EST 数据 库 发 气 SSR 标记 是 一 
条 可 行 的 途径 。 
2.3 不 同 资源 间 聚 类 分 析 

EST-SSR 引物 在 大 造 基因 组 中 通过 PCR 扩 增 ， 
共有 7 对 引物 有 清晰 产物 (图 5)。 选 取 引 物 
ES1201, ES1202,, ES1204 和 ES1206 分 别 对 个 体 家 
f T6. Ej. RA, KE, 734, 872, C108, KEH 
fr PCR 938, 进一步 验证 了 EST-SSR 标记 在 不 同 
家 和 蛋品 种 中 的 多 态 性 。 图 6 为 引物 ESI206 在 8 个 
家 笨 品 种 中 的 扩 增 结 采 。 


11 期 米 


智 等 : 家 看 第 12 连锁 群 EST-SSR 标记 的 得 选 和 分 析 1227 
表 4 家 看 大 造 品种 中 EST-SSR 标记 的 多 态 性 检测 条 件 及 结果 

Table 4 The conditions and results of the polymorphic test in Bombyx mori ( Dazao strain) by EST-SSR markers 

引物 代码 预期 产物 长 度 (bp) 多 态 性 条 带 数 


Primer code Product size Number of alleles 


核心 序列 


Core sequence 


引物 序列 (5' -3") 


Primer sequences 


退火 温度 (Y ) 
Annealing temperature 


CAATGTAGACGGTGAC 


ES1201 ( AAT)6 45 224 6 
AGGTATTTTTGTCTGTG 
TTCCTCTGTTCTTATTGCTTT 
ES1202 ( AGTA )6 45 355 4 
TTTTGGAGATGGTTTTGG 
ATACCTTTGCCATCTTGT 
ES1203 ( TAGTT)4 50 244 0 
TCATCACAATGTTTTCCTTCAC 
AGTTGCCTCACCCTT 
ES1204 (TATT)7 50 213 1 
TGTTATTTTAGTTATGTGTTAT 
CCGACCTTGTGGAGGCGTAG 
ES1205 (GGC)4(CCT)4 58 237 3 
GACCCAGAAGTGGTGCGTAT 
ACAGGCTGACTGGTTG 
ES1206 A13 (TG)4 44 157 0 
TTTCTCGTATTGTTTCG 
AGTTGGTTGTATGGGTTTC" 
ES1207 ( TTTGA)6 48 210 4 
AGGAGCGGACGGTTA 
GGGCGGTGGCATTTACATTG 
ES1208 ( AT)8 56 200 3 
CACGGTCTGGTAGTCCGATTAGTC 
GACGGTTAGCGTGGTT 
ES1209 ( CAAAT)4 48 258 3 
ATAATCTTTCCTGCCTCC 
TGACCCTCTTGATGTGTT 
ES12010 A21( AAG)3 50 240 0 
AGGGTCCATACGCCAAC 
ATAATAAATCTACGACTCAAC 
ES12011 ( TTG)5 50 198 1 
ACGCTTTCTTTACATACCTG 


bp 


— 500 


250 





图 3 不 同 EST-SSR 引物 在 家 和 蛋 大 造 中 的 扩 增 结果 
Fig. 3 The PCR amplification results with different EST-SSR primers in Bombyx mori ( Dazao strain) 


1; ES1201; 2; ES1202; 3. ES1203; 4. ES1204; 5. ES1205; 6. ES1206; 7: ES1207; 8 : ES1208; 9. ES1209; 10; ESI2010; 11; ES12011 M: 
DNA 分 子 量 标准 DNA marker. 


应 用 NTSYS-pc 软件 对 8 个 家 和 蛋品 种 聚 类 分 析 
结果 如 图 7, 从 聚 类 分 析 结 果 可 知 , 在 0.5 水 平 上 8 
^4 ZER RARI ASHE, T6. Ey. E, C108, 
大 造 5 个 中 系 品 种 聚 为 类 群 [ ; KAIUS T 872. 
734、 秋 白 3 个 日 系 品 种 , 聚 类 结果 较 好 地 反映 了 供 
试 家 看 的 地 理 来 源 关 系 ; 在 0.8 水 平 上 , 872 和 734 
聚 为 一 类 ，T6 和 夏 芳 在 0. 82 水 平 聚 为 一 类 ; T6、 


夏 芳 、 秋 丰 、C108 在 0.54 水 平 聚 为 一 类 。 
3 讨论 
本 人 研究 首次 分 析 了 家 看 第 12 连锁 群 EST-SSR 


的 分 布 及 特征 , 并 初步 探索 了 EST-SSR EKRA 
中 的 可 行 性 。 家 看 第 12 连锁 群 含 SSR 的 EST 序列 
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bp M 1 2 3 4 5 6 7 8 


500 


250 


100 





图 4 引物 ESI204 在 8 个 不 同 家 看 品种 中 的 扩 增 结果 
Fig. 4 The PCR amplification results with primer ES1204 in 
8 strains of Bombyx mori 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1: T6; 2: 夏 芳 Xiafang; 3: ZKH 
Qiubai; 4; 秋 丰 Qiufeng; 5: 872; 6; 734; 7; C108; 8; 大 造 Dazao. 


bp 
1 2 3 4 5 6 7 M 
—-"-— 500 
- | 
— —À -— ow ~- -—ÁÀ -一 
和 一 2 和 0 


图 5 7 对 EST-SSR 引物 在 家 看 大 造 中 的 扩 增 结果 
Fig. 5 The PCR amplification results with 7 EST-SSR 
primer pairs in Bombyx mori ( Dazao strain) 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1; ESI201; 2; ESI202; 3; ES1204; 
4: ES1206; 5: ESI207; 6: ES12010; 7: ESI2011. 


bp 
500 


250 





图 6 引物 ESI206 在 8 个 不 同 家 看 品种 中 的 扩 增 结果 
Fig. 6 The PCR amplification results with primer ES1206 
in 8 strains of Bombyx mori 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1; T6; 2: 秋 丰 Qiufeng; 3: ZKH 
Qiubai; 4: 夏天 Xiafang; 5: 872; 6: 734; 7; C108; 8; 大 造 Dazao. 


i 2.7396 , 据 此 推测 家 大 EST 数据 库 中 共有 6 万 多 
个 EST FIRA SSR; SSR 数目 占 被 分 析 序 列 数 的 
3.45% , KÆ EST 数据 库 中 可 能 含有 8 000 多 个 
SSR。 通 常 认 为 重复 序列 的 产生 是 由 于 在 遗传 物质 
DNA 复制 或 在 有 丝 分 裂 、 减 数 分 裂 期 染色 体 不 对 等 
交换 所 致 。Wintero 等 (1992 ) 研究 表明 ， 除 者 丝 粒 
及 端 粒 区 域外 , 染色 体 的 其 他 区 域 均 广泛 分 布 有 微 


RJ Xiafang 
T6 
C108 


Tk:EQiufeng 


大 造 Dazao 


872 
= 734 
fk F1Qiubai 


0.50 0.59 0.68 0.78 0.87 


图 7 82x EM ORZSA M 


Fig. 7 Cluster analysis of 8 strains of Bombyx mori 





卫星 位 点 。Temnykh 55 (2001) 报道 ,重复 序列 长 度 
在 12 ~20 bp 之 间 的 SSR 可 以 应 用 于 多 态 性 分 析 ， 
SSR 长 度 在 20 bp 以 上 时 多 态 性 表现 更 加 丰富 ， 家 
看 第 12 连锁 群 EST-SSR 长 度 大 于 20 bp 的 占 
8.4490 , 可 以 推算 出 长 度 大 于 20 bp 的 SSR 有 700 
多 个 ; 一 般 试 验方 法 仅 局 限于 二 核 苷 酸 或 三 核 苷 酸 
重复 的 研究 , 而 五 或 六 核 车 酸 重 复 的 研究 至 今 罕见 
报道 , 本 研究 应 用 生物 信息 学 发 掘 的 家 看 第 12 连 
锁 群 1 ~6 个 重复 单元 的 各 类 型 SSR 超过 34 种 之 
多 , 其 中 六 碱 基 重 复 类 型 有 2 种 , 五 、 四 和 三 碱 基 
重复 单元 分 别 得 到 11, 10 和 7 种 , 其 中 大 部 分 是 新 
类 型 。 所 以 家 看 EST-SSR 标记 开发 前 景 广阔 ,必然 
在 家 看 的 分 子 标记 连锁 图 的 构建 、 种 质 资源 鉴定 、 
进化 关系 分 析 等 方面 发 挥 重 要 作用 ( 汤 继 风 等 ， 
2004) 。 

当 EST-SSR 数目 足够 大 、 无 偏 倚 性 且 4 种 不 同 
的 碱 基 随 机 组 合 时 , 具有 n 个 碱 基 的 核心 基 元 的 种 
类 数 为 4" 个 , 由 于 双 链 互补 关系 复 、 单 碱 基 重 复 、 
移 码 重复 等 , 所 以 基本 重复 基 元 类 型 为 : 2 种 单 核 
HER. ARR OECH HR. 10 种 三 核 苷 酸 、33 种 四 核 苷 
酸 、102 RI HGLEZEE ERAI 350 PANIER (Rota et al., 
2005 ) 。 家 看 第 12 连锁 群 中 单 核 苷 酸 基 元 G/C, 二 
核 苷 酸 基 元 GC, 三 核 车 酸 基 元 AGT/ACT, AGC/ 
GCT 和 大 多 数 的 四 、 五 、 六 核 苷 酸 重复 基 元 在 家 和 看 
EST-SSR 均 未 出 现 , 表现 出 明显 的 偏 倚 性 。 但 是 ， 
由 于 研究 所 分 析 的 家 看 EST 数量 仅 有 4 465 2R CX. 
HZA EST 的 1.82% ) ,所 出 现 碱 基 偶 倚 性 是 家 
di EST-SSR 的 真实 有 反映, 还 是 由 于 分 析 EST 的 数量 
较 少 , 或 者 二 者 兼 而 有 之 , 还 需要 进一步 研究 。 

Jung 等 (2005 ) 和 Chabane 等 (2005 ) 指出 ,， 据 
EST-SSR 设计 的 引物 有 效 扩 增 率 应 在 60%~90% 之 
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间 , 且 可 能 会 因 所 设计 引物 跨越 mRNA 99074 p VA 
及 扩 增 产物 包含 的 内 含 子 太 大 , 造成 一 部 分 引物 不 
能 扩 增 出 产物 。 本 文 所 设计 的 引物 72.7% 均 可 扩 
增 出 清晰 的 条 市 , 扩 增 率 较 高 ,与 魏 利 斌 等 (2008) 
ARZ 8890 相差 较 大 , 这 可 能 是 所 设计 引物 中 
有 部 分 跨越 mRNA 807] s PSICS 
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